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摘要 : 研究二巯基苏糖醇 (DTT) 、巯基乙醇 (ME) 等巯基化合物及磷酸盐 (Na2 HPO4) 、砷酸盐 (Na2 HAsO4) 、　酸盐
(Na3 WO4)和钼酸盐 (Na3 MoO4)对鲍鱼碱性磷酸酶 (AL P)活力的影响. 结果表明 :这些效应物对该酶都具有明显的抑
制作用 ,而且它们的抑制作用强度依次为 :DTT > ME ;Na2 HPO4 > Na3 WO4 > Na2 HAsO4 > Na3 MoO4 . 进一步研究这些
效应物对该酶的抑制作用机理 ,表明 :巯基化合 (DTT、ME)均非竞争性抑制 ;Na2 HPO4 、Na2 HAsO4 和 Na2 HWO4 表现
为竞争性抑制 ;本文测定了它们的抑制常数并加于比较.
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对多种贝类的 AL P 进行了研究[1～6 ] ,对鲍鱼的研究
未见报道. 本文在分离纯化鲍鱼 AL P 并研究酶的部
分性质基础上 ,进一步研究酶活力的调控 ,探讨巯基
化合 (dithiothreitol (D TT) 、mercaptoethanol ( ME) )
和磷 酸 盐 及 其 类 似 物 ( Na2 HAsO4 、Na3WO4 、
Na3MoO4) 对酶活力的影响 ,该研究为了解 AL P 与
鲍鱼生长及发病的关系提供一些有益的参考价值.
1 　材料与方法
1 . 1 　材 　料
杂色鲍 ( Haliotis diversicolor) 购于同安鲍鱼养
殖场 ,鲍鱼碱性磷酸酶 (AL P) 由本实验室分离纯化
的电泳单一纯酶制剂. 对2硝基苯磷酸二钠 (pNPP)
为 E. Merck 产品 ;二巯基苏糖醇 (D TT) 、巯基乙醇
( ME) ; Na2 HAsO4 、Na2 HAsO4 、Na3 WO4 、Na3MoO4
等无机盐为国产分析纯试剂. 实验所用的水均为玻
璃重蒸水.
1 . 2 　方 　法
AL P 活力测定方法参考文献 [ 2 ] ,消光系数按
1. 73 ×104 ( mol/ L·cm) - 1计算[2 ] . 效应物对酶活力
的影响实验是在测活体系中加入不同浓度的效应
物 ,测定酶的剩余活力 ,以抑制率来衡量对酶的抑制
作用. 酶抑制作用的机理是通过 Lineweaver2Burk 双
倒数作图 ,比较酶催化的动力学参数 ,包括表观米氏
常数 ( Km) 和最大反应速度 ( V m) 的变化来判断. 实
验使用 722 型光栅分光光度计 (厦门分析仪器厂)测
定光密度值.
2 　实验结果
2 . 1 　巯基化合物对鲍鱼碱性磷酸酶活力的
影响
二巯基苏糖醇 (D TT) 、巯基乙醇 ( ME) 等巯基
化合物是巯基的还原剂 ,能有效地打断蛋白质中的
二硫键. 本文以 D TT、ME 为效应物 ,研究它们对鲍
　　　　　　　　[ c ]/ (mmol - 1·L)
　图 1 　DTT、ME对酶活力的影响
　Fig. 1 　Influence of DTT and ME on the enzyme activity
鱼 AL P 催化 pNPP 水解活力的影响 ,结果见图 1. 该
图显示 ,D TT、ME 对酶有明显的抑制作用 ,随着效
应物的浓度增大 ,酶活力呈指数的下降. 其中 D TT
对酶的抑制作用强度明显大于 ME ,0. 36 mmol/ L
的 D TT 可使酶活力丧失 50 % ,而 ME 的浓度必须
达到 23. 7 mmol/ L 才能使酶活力下降 50 %.
2 . 2 　磷酸盐及其类似物对鲍鱼碱性磷酸酶
活力的影响
以无机磷酸盐 Na2 HPO4 、Na2 HAsO4 、Na3 WO4





- 3对鲍鱼类 AL P 催化 pNPP 水解活
力的影响. 结果 (见图 2) 表明 ,它们对酶活力有明显
的抑制作用 , 而且抑制强度依次为 Na2 HPO4 >
Na2 HAsO4 > Na3 WO4 > Na3MoO4 . 10. 0 mmol/ L 的
效应物分别可使酶活力抑制 81 %、72 %、69 %和
18 %.
2 . 3 　巯基化合物对酶的抑制效应和抑制常
数的测定
研究 D TT 和 ME 对酶的抑制作用机制并测定
抑制速度常数. 在测活体系中加入不同浓度的效应
物 ,改变底物 pNPP 的浓度 ,测定酶促反应的初速
度.以 Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,为一组相交于
横轴的直线. 表明 D TT 和 ME 均不影响酶催化反应
的米氏常数 ( Km) ,但影响酶的催化反应 ,使 V m 值
下降. 其效应表现为非竞争性抑制. 图 3 为 D TT 对
鲍鱼类 AL P 的抑制作用的 Lineweaver2Burk 双倒数
关系图 ,以 1/ V m 对 [ D TT ] 作图为一直线 ,求得
D TT 对酶的抑制速度常数总结于表 1. 相同的方法
测定 ME 对酶的抑制速度常数也列入表 1.
　　　　　　　　　　c / (mmol·L - 1)
　图 2 　磷酸盐 (Na2 PO4 ,线 1) 及其类似物 (Na2 HAsO4
线 2 ; Na3 WO4 线 3 ; Na3 MO4 ;线 4)对酶活力的
影响
　Fig. 2 　 Influence of Na2 PO4 ( curve1 ) , Na2 HAsO4
(curve2) , Na3 WO4 ( curve3) and Na3 MoO4
(curve4) on the enzyme activity
　　　　　　　　　　[ s ] - 1/ (mmol·L - 1)
　图 3 　DTT 对鲍鱼 AL P 的抑制作用的 Lineweaver2
Burk 双倒数关系图
直线 0～4 的 DTT 浓度分别为 0 ,1 ,2 ,3 和 4
mmol/ L . 内插图为纵轴截距 1/ V mapp对 [ DTT ]
作图
　Fig. 3 　Lineweaver2Burk plots for inhibition of DTT on
AL P









底物 (pNPP) 浓度 ,测定酶促反应的初速度 (νo) ,以
Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,得到一组纵轴截距不
变的直线 (图 4) . 结果表明 , HPO4
- 2的抑制作用只
影响酶促反应的米氏常数 ( Km 值增大) ,而不改变
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　　　　　　　　[ s ] - 1/ (mmol·L - 1)
　图 4 　无机磷酸盐 ( HPO4 - 2) 对鲍鱼 AL P 的抑制效应
机理 :Lineweaver2Burk 双倒数关系图
直线 0～4 的 HPO4
- 2浓度分别为 0 ,0. 05 ,0. 1
和 0. 15 mmol/ L ;内插图为表观米氏常数 Kmapp
对[ HPO4 - 2 ]的二次作图
　Fig. 4 　Lineweaver2Burk plots for inhibition of HPO4 - 2
on AL P
最大速度 V m 值 ,其效应表现为竞争性抑制. 以不同
浓度下所求的表观米氏常数 ( Kmapp ) 对磷酸盐浓度
[ HPO4
- 2 ]作图为直线 ,求得抑制常数 K I 为 0. 94






　表 1 　几种效应物对鲍鱼 AL P 的抑制作用类型及抑制速
度常数
　Tab. 1 　Inhibition types of the enzyme by several effectors
and their inhibition constants
效应物 抑制类型
抑制常数/ (mmol·L - 1)
KI KIS
ME 非竞争性 0. 35 0. 35
DTT 非竞争性 3. 36 3. 36
Na2 HPO4 竞争性 0. 94
Na2 HAsO4 竞争性 1. 04
Na3 WO4 竞争性 1. 72
3 　讨　论
巯基化合物 D TT 和 ME 能有效地使鲍鱼 AL P
活力抑制 ,它们的抑制作用表现为非竞争性类型. 抑
制效果显然是 D TT 强于 ME ,这可能是由于 D TT
含有 2 个巯基 ,还原性较强 ,可将蛋白质分子中的二
硫键还原 ,引起分子构象变化 ,而且效果比只含 1 个
巯基的 ME 更佳. 可见 ,二硫键也与酶活性有密切关






和锯缘青蟹 AL P 等得到的结论[6 ,7 ]相同.
磷酸盐 ( HPO4
2 - ) 及其类似物 ( HAsO4
2 - 、
WO4
3 - )对酶有显著的抑制作用 ,它们的抑制效应
均为竞争性类型 ,同文献 [ 1～3 , 8 ]的结果一致 ,
HPO4
2 - 对合浦珠母贝  僧帽牡蛎  锯缘青蟹等
AL P 均有不同程度的抑制效应. 比较它们对酶的抑
制效果 ,说明这些效应物对大部分水生生物的 AL P
具有相同的作用 ,而且可能存在着相同的抑制机理.
可能因为 HPO4
2 - 作为酶催化的第 2 产物 ,而 HA2
sO4
2 - 、WO4
3 - 是其类似物 ,也是酶的竞争性抑制剂 ,
但抑制作用较弱 , 从实验结果中可以推断 HA2
sO4
2 - 、WO4
3 - 也能与 AL P 的活性中心结合阻止底
物结合到酶分子上. 从参考文献中就可以发现同样
的效应物对不同来源的 AL P 的抑制类型相同 ,但具
体的抑制常数仍然存在着不同程度的差异 ,这也说
明 AL P 的 Km 值在不同种属中是不完全相同的 ,反
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Inhibitory Effects of Mercapto Compounds ,Phosphate and
It’s Analogues on Alkaline Phosphatase from
Haliotis diversicolor
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Abstract : An alkaline phosphatase (AL P , EC3. 1. 3. 1) was purified from Haliotis diversicolor. The inhibitory
effects of mercapto2compounds ,phosphate and it’s analogues on the enzyme activity have been studied and their
inhibition types and inhibition constants have been determined. The results showed that the inhibitory effect of
dithiothreitol on the enzyme was much intensive than the effect by mercaptoethanol. The values of IC50 ,inhibitor
concentration leading to 50 % activity lost ,for dithiothreitol and mercaptoethanol were determined to be 0. 36
and 23. 36 mmol/ L , respectively. Their inhibition on the enzyme were classified as non2competitive type ,and
their inhibition constants were determined to be 0. 35 and 3. 36 mmol/ L . The inhibitory effects of phosphate
(Na2 HPO4) and it’s analogues(Na2 HAsO4 ,Na3 WO4 ,Na3MoO4) on the enzyme were also investigated and com2
pared. The results showed that the inhibition strength followed the order :Na2 HPO4 > Na2 HAsO4 > Na3WO4 >
Na3MoO4 . When the concentration of these effects reached to 10. 0 mmol/ L ,the enzyme activity was descended
by 81 %、72 %、69 % and 18 % ,respectively.
Key words : Haliotis diversicolor ;alkaline phosphatase ;mercapto2compounds ;substrate analogs ;inhibition
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